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Biofilme bacteriano e infeção hospitalar 
Alves, M.1; Rebelo, M.2 ; Gonçalves. V.3; Piedade, J .4 ; Rocha , R.5 ; Barreira , J.6 & Ferreira, 1.7 
Resumo - A exislencia de biofilmes resulta num sério problema para a saúde pública devido ao aumento 
da resislencia dos microrganismos e ao gran de poten cial que estes têm de causar infeções em pacientes 
mais suscetíveis ou portadores de próteses ou implantes. O objetivo deste trabalho consistiu em detetar a 
prevalência de bactérias produtora s de biofilme em isolados clinicos de diferentes produtos (próteses, 
cateteres venosos cen trais, feridas, hemoculturas e urinas) provenientes dos diversos serviços do Centro 
Hospitalar de Trás-os-Molltes e Alto Douro - Unidade de Vila Real. A análise de resultados foi aplicada 
de fanna a verificar a existência de gmpos de pacien tes. espécies baclerianas, serviços ou equipamentos 
médicos que apresentassem risco acrescido de fonllação de biofilme. De um total de 682 isolados foram 
obtidos 126 produtores de biofibne o que con fere uma percentagem de 18,5%. O STAPHYLOCOCCUS 
AUREUS resistentes à meticilina (MRSA) foi a bacléria mais produtora de biofilme (65,4%) se~tida da 
SelTaria marcescens (42,9%) e do ST APHYLOCOCCUS AUREUS sensível à meticilina (MSSA) 
(30,4%). Variáveis como a espécie bacteriana e tipo de produto influenciam a produção de biofibne. As 
próteses, sempre que testadas, apresentaram bactérias produtoras de biofilme. enquanto entre as espécies 
isoladas de cateteres, 40% apresenlaram essa caracteristica. Em suma, uma parte significativa de isolados 
clínicos em ambiente hospitalar é produlora de biofilme, estando as bactérias mais produtoras associadas 
a elevados perfis de resistência e sendo detetadas em infecções associadas aos cuidados de saúde (IACS). 
Palavras-chave: Biofilme; dispositivos médicos; isolados clúticos; IACS. 
Abstract - The existellce of biofilms results in a ser ious problem for public heallh due to increa sed 
resistance of microorganisms and lhe great potential they have is to cause infections in susceptible 
patiellts or patiellts \\'Íth proslheses or implants. The objective ofthis snldy was to detec! the prevalence 
of producillg bacterial biofilms in clinicaI isolates of different products (prostheses, central venous 
catheters. wOlmds, blood CUlnlfes and lU"ine) from lhe varions sef\'Íces of lhe Hospital ofTrás-os-Mon les 
and Alto Douro - Vila Real llllit. The results of lhe analysis was applied in order lo verify lhe exislence of 
groups of patiellts, bacterial species. sen'Íces or medicai equipmenl lo presellt risk of biofilm fOffilalion. 
From a total of 682 isolates were oblained 126 biofilm producers wh ich gives a percenlage of 18.5%. The 
methicillin-resistant Sfap h)"lococclIs allrells (MR.SA) has beell lhe most biofilm producing bacleria 
(65.4%) followed by Serraria marcescens (42.9%) and melhicillin-sensitive Sfaphy lococclIs allrellS 
(MSSA) (3 0.4%). Variables such as the bacterial species and producl type influence the productioll of 
biofilm. Dellntres, whell tested, showed producing bacteria biofilm, while amon g species isolated 
catheters, 40% had Ihis feanrre. fil short, a significallt portion of clinicai isolates in a hospital envirOllment 
is producing biofilms, beillg lhe mos! producin g bacteria biofilms associated v.'Íth high resistance profiles 
and being detected in infections associated with health care (IACS). 
Keywor ds: Biofilm; medicai devices; ClinicaI isoIales; IACS. 
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1 - INTRODUÇÃO 
o biofilme é UIlla comunidade biológica com um elevado grau de organização, onde 
as bactérias formam estmtmas coordenadas e funcionais, estando estas, embebidas em 
matrizes poliméricas produzidas por elas próprias. A associação dos microrganismos em 
biofilme constitui Ullla forma de proteção ao seu desenvolvimento, favorecendo relações 
simbióticas e permitindo a sobrevivência em ambientes hostis (Davey & O'toole, 20DO) 
Um dos principais fatores de vimlência dos biofihnes é a capacidade dos 
microrganismos que o compõem, aderirem a superficies inertes, e colonizarem material 
médico invasivo como são o caso dos cateteres e próteses (Pavithra & Doble, 2008). 
A existência de biofihnes resulta num sério problema para a saúde pública devido ao 
aumento da resistência dos microrganismos a agentes antimicrobianos e ao grande 
potencial que estes têm de causar infeções em pacientes mais suscetíveis ou portadores 
de próteses ou implantes (Donlan, 2001), estando por isso diretamente ligados a IACS 
(Adam, Baillie & Douglas, 2002). Este tipo de infeção é uma epidemia silenciosa, que 
afeta centenas de milhares de doentes em todo o mundo, causando incapacidade e 
obrigando a um aumento do tempo de intemamento e consequentemente a altos custos 
associados ao seu tratamento, para além de uma relevante diminuição da qualidade de 
vida do paciente, que em situações extremas pode provocar a morte (Batista & 
RodIigues, 2012; Rota , 2004; Gudlaugsson, Gillespie, Lee, Vande & Ru, 2003). 
A tendência para um aumento da incidência das IACS ligadas ao biofilme é notória, 
sendo que estas representam a quarta causa de doença nos países industrializados 
(Guggenbichler, Assadian, Boeswald & Kramer 2011). Nasce assim a necessidade de 
compreender a formação de biofilme em ambiente hospitalar com o intuito de o 
combater ou mesmo elTadicar. Assim, pretendemos com este estudo: 
I) Detetar a prevalência de bactérias produtoras de biofilme em isolados clinicos de 
diferentes produtos (próteses, cateteres venosos centrais, feridas, hemocultmas e 
minas) provenientes dos vários serviços do Centro Hospitalar de Trás-os-
Montes e Alto Douro - Unidade de Vila Real; 
lI) Avaliar a relação enh"e produção de biofihne e resistência a antibióticos; 
Saúde 
111 
Conexões e Sustentabilidade para o Entendimento Global 
III)Avaliar a relação de diferentes variáveIs referentes ao doente (sexo, idade 
iumnossenescência , local de internamento, produto, espécie bacteriana) com a 
formação de biofilme, estabelecendo assim as condições indutoras de maior 
prevalência de risco. 
2-MÉTODO 
2.1 - Isolados bacterianos 
Trata-se de um estudo retrospetivo, que foi realizado durante um período de 5 meses 
(fevereiro a junho de 2016). Durante este período, foram identificados 682 isolados 
clínicos provenientes de diferentes produtos (próteses, cateteres, feridas, hemoculturas e 
urinas) resultantes dos vários serviços do Centro Hospitalar de Trás-os-Montes e Alto 
Douro (CHTMAD) - Unidade de Vila Real. Este estudo foi devidamente aprovado pela 
Comissão de Ética deste Centro Hospitalar. 
2.2 - Identificação e testes de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados clínicos 
A identificação e os testes de suscetibilidade foram efetuados reconendo à metodologia 
de microdiluição em placa através dos painéis MicroScan (Beckman). 
2.3 - Deteção da formação do biofilme 
Foi detetada a produção de biofilme em 682 isolados clínicos recOlTendo à metodologia 
de adesão do biofilme aos tubos de borossilicato, segundo a metodologia de 
Christensen e seus colaboradores (1985) ligeiramente modificada . Cada isolado puro foi 
inoculado em tubos de borossilicato com 10 ml de meio de Caldo Soja Tripticaseína 
TSB e incubada sob condições aeróbias a 37 °C, durante 24 h (Tielen et aI. , 
2011 ; Hassan et aI. , 2011). Em seguida , o sobrenadante foi descal1ado e os tubos foram 
corados com 3 ml de cristal de violeta (Sigma-Aldrich) durante 5 min. Seguidamente 
Saúde 
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foram lavados 3 vezes consecutivas com água destilada e procedeu-se à secagem (Al-
Mathkhmy, Ali & Ghafil, 2011 ; Hassan et aI. , 2011). Um resultado positivo foi definido 
como a presença de uma camada de material corado aderente à parede intema do tubo. 
3 - ANÁLISE DE RESULTADOS 
Os resultados foram avaliados através da análise de tabelas de contingência, 
relacionando a fOITIIação de biofilme com cada um dos fatores em estudo: 1) género 
(masculino ou feminino), 2) serviço hospitalar (urgência, consulta ou intemamento), 3) 
escalão etário « 16, 16-35, 36-55, 56-75, >75), 4) espécie bacteriana, 5) produto 
(prótese, cateter, exsudado de ferida, hemocultura ou urina) e imunossenescência 
(imunodeprimido ou imullocompetente) . A determinação da maior predisposição de 
qualquer um dos níveis de todos os fatores anteriores foi feita aplicando o teste de qui 
quadrado de Pearson. Em todos os testes efetuados foi considerada uma percentagem de 
cer1eza de 95% (a = 0,05). 
4 - DISCUÇÃO DE RESULTADOS 
o biofilme é a causa de uma grande percentagem de IACS (Bryers & Ratner, 2004). Por 
sua vez, estas infeções são hoje, de longe, as complicações mais comuns que afetam os 
pacientes hospitalizados (Guggenbichler, Assadian, Boeswald, & Kramer,20 11). 
No nosso estudo, de um total de 682 isolados foram obtidos 126 produtores de biofilme 
o que confere uma percentagem de 18,5%. Sanchez e seus colaboradores (2013), num 
estudo semelhante, obtiveram uma percentagem de biofihne de 61,4%, o que representa 
uma percentagem mais significativa do que a obtida neste estudo. Esta divergência de 
resultados poderá ter origem no facto de a pesquisa de biofihne ter sido feita 
exclusivamente em bactérias potencialmente produtoras como o ST APHYLOCOCCUS 
AUREUS resistentes à meticilina (MRSA), o ST APHYLOCOCCUS AUREUS 
sensivel à meticilina (MSSA), ACINETOBACTER BAUMANNlI, PSEUDOMONAS 
AERUGINOSA, KLEBSIELLA PNEUMONIAE, e ESCHERICHIA COLI, AO 
CONTRÁRIO DO QUE ACONTECEU NESTE ESTUDO, CUJA PESQUISA FOI 
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EFETUADA SEM UMA PRÉ-SELEÇÃO DO TIPO DE BACTÉRIA . ALEM DISSO, 
NO ESTUDO de Sanchez e seus colaboradores, a deteção de biofilme foi efetuada 
recoITendo a mil método de microtitulação em placa e microscopia eletIónica de 
valTimento (MEV), sendo estes métodos mais sensíveis que o de adesão de biofilme em 
tubo de borossilicato feito no nosso estudo. Alves e seus colaboradores em (20 14), 
apresentaram uma percentagem de produtores de biofihne de 37,2 %, que no entanto 
não pode ser comparada diretamente com o resultado atuaL Ullla vez que essa pesquisa 
se restringiu apenas a um tipo de produto biológico (urina). 
Os pacientes cujos microrganismos foram produtores de biofilme (126 isolados) 
apresentaram UIlla média de idades de 69 anos (5 meses a 94 anos) em que o sexo 
feminino foi o predominante com61 ,1 % ; no entanto, no nosso estudo não existe uma 
relação estatisticamente significativa entre o género e produção de biofilme, tal como 
indicado pelo valor da significância do teste de qui quadrado de Pearson (p = 0,845). 
Alves e seus colaboradores (2014), aquando da pesquisa de biofihlle apenas em isolados 
provenientes de urina, numa amostra de pacientes em que se verificou o predomínio do 
sexo feminino , concluíram que o género tinha uma influência significativa para o 
desenvolvimento de biofilme, com uma percentagem significativamente maior entre os 
pacientes do sexo feminino. Tal como no nosso estudo, a média de idades era elevada 
(64 anos) entre os doentes com microrganismos produtores de biofilme. Esta média de 
idades elevada pode refletir a progressão da imunossenescência normalmente associada 
à progressão da idade, causando a diminuição da eficiência da resposta do sistema 
imunitário, e em consequência uma maior vulnerabilidade a infeções graves (Tonet & 
Nobrega, 2008). 
No entanto, e apesar da elevada média de idades, apenas 11 ,1% dos doentes com 
microrganismos produtores de biofilme eram iumnocomprometidos. Na realidade, não 
foi detetada uma associação significativa entre a imunossupressão e a produção de 
biofilme (qui quadrado de Pearson: 1,505; p=0,102), o que sugere que a formação de 
biofilme é independente do estado imunológico do paciente. 
Relativamente ao serviço, a urgência apresentou maior número de bactérias produtoras 
de biofihlle (38,9%), seguida da consulta extel1la (31%) e do intel1lamento (30,2%). 
Porém, mais uma vez não foi verificada uma relação estatisticamente significativa entre 
Saúde 
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o loca l de internamento do doente e a produção de biofihne (p=0,458), à semelhança do 
resultado obtido num estudo similar (Alves et aI. , 2014). 
Em relação à percentagem de produtores de biofilme no total de isolados de cada 
espécie bacteriana (Tabela 1), pode verificar-se por espécie UIlla predominância do 
MRSA (65,4%) segu ido da Serraria lIIarcescens (42,9%) e do MSSA (30,4%). 
De um total de 26 bactérias identificadas como MRSA, 17 (65%) foram produtoras de 
biofilme, sendo esta percentagem inferior à detetada por Barsoumian e seus 
colaboradores (2015), que demonstraram Ullla percentagem de MRSAs produtores de 
biofilme de 87,5%. O microrganismo mais produtor de biofilme entre os Gram negativo 
fo i a PseUdOIllOIlGS aemgillosa (22,4%) seguida do Proteus mirabilis e Morgallella 
morganii com 16,7%. Num estudo realizado apenas em úlceras do pe diabetico (Zubair 
et al. , 20 11), as bacterias Gram negativo produtoras de biofilme isoladas com maior 
fi:equência foram a Escherichia coli (42,2%), a Pseudomonas aemginosa (23,7%), a 
Klebsiella oxytoca (11 ,3%), a Klebsiella pneumonia (9,2%), o Proteus vulgaris (5 ,1%), 
a Acinetobacter sp (5 ,1 %), o Proteus mirabilis (2%) e a Morganella morganii (1 ,0%). 
Ao analisarmos a relação entre especie bacteriana e a variável produção de biofilme 
constatamos a existência de uma relação estatisticamente significativa (qui quadrado de 
Pearson: 51 ,966; p <O,OOl), de onde pode concluir-se que a espécie bacteriana 
influencia significativamente a probabilidade de formação de biofihne. 
Tabe-Ia 1. 
Bactérias produtoras e não produtoras de biofilme por espécie 
Bactérias Produtoras Não produtoras Totat 
" 
0/. N % 
MRSA 17 65,4 9 34 ,6 26 
Serrana marcescens 3 42,9 4 57,1 7 
Staphylococcus aureus 7 30,4 16 69,6 23 
Enterococcus faecalis 10 27,0 27 73 ,0 37 
Pseudomonas aeruginosa 11 22,4 38 77,6 49 
Staphylococcus epidermidis 2 18,2 9 8 1,8 11 
Proteus mirabilis 5 16,7 25 83 ,3 30 
Morganella morganii 16,7 5 83 ,3 6 
Escherichia coli 48 15,2 268 84,8 316 
Klebsiella pneumoniae 15 11 ,8 112 88,2 127 
Outras espécies 7 14,0 43 86,0 50 
Total 126 556 682 
Saúde 
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Ao avaliarmos a influência do tipo de produto na formação de biofilme, pode também 
constatar-se a influência significativa deste fator na ocoITência de formação de biofilme 
(qui quadrado de Pearson: 1,586; p <O,OO l ). Todos os microrganismos isolados em 
protéses (Tabela 2) foram produtores de biofilme (100%). No nosso estudo o MRSA foi 
o microrganismo produtor de biofilme mais isolado em próteses, similarmente ao que 
foi verificado num outro estudo, embora nesse caso o StaphylococclIs epiderlllidis 
também tenha sido iso lado com bastante frequência (Georgopapadakou, 2005). 
No caso dos cateteres (Tabela 2), 40% dos isolados causaram infeções com produção de 
biofilme, um resultado semelhante ao de Oufi:id, Ghazlane, Jamali, El Otmani e Tablli 
(20 15), que obtiveram uma taxa de produção de 48,9%. As bactérias produtoras mais 
isoladas foram o SfaphylococclIs 11lgdll1lensis e a Pselldolllonas aemgillosa, dados 
semelhantes aos de um estudo publicado recentemente (Sampaio et aI. , 2016). Esta 
informação reforça a ideia de que a presença de um dispositivo médico aumenta 
significativamente a probabilidade de infeção por um patogénico produtor de biofilme. 
Por outro lado , reforça o conceito de que os dispositivos médicos devem ser evitados 
para prevenir infeções e diminuir as resistências (Guggenbichler et aI. , 20 11) . 
Do total de isolados de ferida, 35,3% das bactérias foram produtoras de biofilme, sendo 
o :MRSA a bactéria mais frequente, o que vem de encontro aos dados publicados 
recentemente por Banu, Noorul Hassan, RajKumar e Srinivasa (2015). Deve ser referido 
que entre os exsudados de ferida, 6 isolados foram provenientes de deiscências de 
sutma, dos quais 5 apresentam bactérias produtoras de biofilme. Esta informação deve 
ser explorada em estudos posteriores no sentido de perceber o porquê desta elevada 
prevalência de produtores de biofilme neste tipo de exsudado de ferida . As 
hemocultmas apresentam 24,1% de bactérias produtoras de biofilme, em que o :MRSA 
foi a bactéria mais produtora. No entanto, outros estudos referem os SfaphylococclIs 
coagulase negativo como um dos produtores isolados com maior frequência 
(Biedenbach, Moet, Jones., 2004; Alpern, Alessandrini, Bell, Shaw & McGowan, 
2000). 
Relativamente à mina , apesar de ser o produto com maior número de isolados (78), foi 
também o que apresentou menor percentagem de produtores de biofilme (15,1%), com 
especial destaque para a Escherichia coli, tal como verificado noutros estudos (Alves et 
Saúde 
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aI. , 2014; Guggenbichler et aI. , 2011 ; Niveditha, Pralllodhin~ Umadevi, Kumar & 
Stephen, 2012; Rona ld, 2002). Esta baixa percentagem de produtores de biofilme lias 
urinas poderá dever-se ao facto de grande parte das amostras serem provenientes da 
consulta externa, isto é, de infeções urinárias ocorridas na comunidade e não em 
ambiente hospitalar. 
o MRSA (Tabela 2) é microrganismo produtor de biofi lme isolado o maior número de 
vezes em próteses, exsudados de ferida e hemoculturas. Diferentes estudos têm 
demonstrado elevada percentagem (>60%) de infeções por MRSA em infeções 
adquir idas em unidades hospita lares (Griffin, 2007; Patel, Hoesley, Moser, Stamm & 
Baddley, 2008). Dos 126 isolados produtores de biofihne, 22,2 % foram responsáveis 
por tulla infeção associada aos cuidados de saúde, sendo o MRSA a bactéria produtora 
mais isolada neste grupo. Estes dados comprovam a preocupação da Organização 
Mundial de Saúde (WHO, 2005) e do Centro Europeu de Prevenção e Controlo das 
Doenças (ECDPC, 2014) que apresentam o MRSA como o agente mais preocupante 
entre aqueles diretamente associados às IACS e às resistências bacterianas. 
Tabela 2. 
Percentagem de produtores de biofilme por produto 
Nào 
Produto Pr odutores ~I'odutorts Total Bactérias Iprodutoras 
n % n % 
Prótese 2 100 O O 2 MRSA e Kiebsiella pneumoniae 
Saúde 
staphylococcus lugdunensis e Pseudomonas 
Cateter 2 40,0 3 60 5 aeruginosa 
Esxudado de ferida 24 35,3 44 64,7 68 MRSA 
Hemocultura 20 24,1 63 75,9 83 MRSA 
Urim 78 14,8 446 85,1 524 Escherichia coli 
Total 126 556 682 
No que diz respeito às resistências a antibióticos por microrganismos produtores de 
biofilme (Tabela 3), a Escherichia co/i apresentou resistência superior a 22% as 
quinolonas testadas, sendo também visivel alguma resistência aos antibióticos ~­
lactâmicos, como a Amoxicilina/ácido clavulânico (20,8%), e ao grupo dos 
aminoglicosídeos, como por exemplo a gentamicina (10,4 %). Também o Protells 
lIIirabi/is apresentou elevada resistência às quinolonas (>30%), Amoxicilinalácido 
clavulânico (16,7%) e gentamicina (16,7 %). Deve ser referida também a elevada 
resistência ao eltapenem (16,7%). A Klesbiella pnellllloniae supera a Escherichia co/i e 
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o Profeus lIIirabilis que apresentou resistências muito elevadas à 3moxicilina/ácido 
clavulâmico (53%); superior a 46% às quinolon3s, lllas também superior a 33% para os 
3minoglicosídeos. Relativamente à PseudolllonGs aeruginosa produtora de biofilme a 
resistência ao aztreonan e co- trimoxazole foi total. De referir também elevada 
resistência à gentamicina (36,4%) e à levofloxacina (45,5%), e de forma ainda mais 
preocupante aos carbapenémicos (>18%). Relativamente aos Gram positivo, é notória a 
elevada resistência às quinolonas (>82%) pelo MRSA, Illas também aos 
3minoglicosídeos (>17%) . É possível ainda verificar que o EnferococclIs faecalis 
apresentou lUIl comp0l13mento semelliante ao MRSA relativamente às resistências às 
quinolonas e aos aminoglicosídeos. Desta forma, podemos concluir que os 
microrganismos que lideram a produção de biofilme como MRSA, a Pselldolllonas 
aeruginosa, e EnferococclIS faecalis são os que apresentam perfis de resistência mais 
preocupantes. 
Tal como no nosso estudo, Alves e seus colaboradores (2014) constataram que as 
bactérias produtoras de biofilme apresentam elevados perfis de resistência ao grupo dos 
antibióticos p-Iactâmicos e quinolonas, mas também já era visível lUIl aumento das 
resistências aos aminoglicosídeos. 
Diferentes estudos (Alves et a1. , 2014; Mishra et aI. , 2015), apos comparação de 
bactérias produtoras de biofihIle com bactérias não produtoras, constataram elevadas 
percentagens de resistência das produtoras comparativamente com as não produtoras. 
Num estudo semelhante (Sanchez et aI. , 2013), o perfil de resistência aos antibióticos 
foi mais elevado, provavehIlente pelo facto de se tratar de lUIl país fora do teITitório 
Emopeu, que se gere por pontos de corte da ClinicaI and Laboratory Standards Intitute 
(CLSI) muito superiores aos praticados na Emopa pela European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). 
Podemos desta fonna constatar que apesar de os perfis de resistência não serem 
alarmantes, temos resistência aos carbapenémicos, resultados que preocupam a 
Organização Mundial de Saúde (OMS). 
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Tabela 3. 
Percentagem de resistência das bactérias produtoras de biofilme aos antibióticos 




































NT= Antibiótico não restado 





































































































































































Em suma, uma parte significativa de isolados clínicos é produtora de biofilme, as 
bactérias mais produtoras de biofilme são microrganismos associados a elevados perfis 
de resistência e isoladas em IACS. É ainda importante sa lientar que ser pOl1ador de um 
dispositivo médico tem risco acrescido, isto porque os microrganismos detetados nestes 
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dispositivos quase sempre são produtores de biofihne. Estas conclusões permitem-nos 
retirar a ilação de que são necessários estudos futuros no sentido de perceber 
caracteristicas intrínsecas aos doentes e às bactérias que poderão interferir nesta 
produção de biofilme e que permitirão perceber e limitar esta produção de biofihne 
pelas bactérias em ambiente hospitalar. 
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